Tingkat Fertilisasi dan Perkembangan Embrio Mencit yang

Diberi Ekstrak Buah Merah by Said, S et al.
112     Edisi Agustus 2011
Media Peternakan, Agustus 2011, hlm. 112-116
EISSN 2087-4634     
Terakreditasi B SK Dikti No: 43/DIKTI/Kep/2008
Versi online:
http://medpet.journal.ipb.ac.id/
DOI:  10.5398/medpet.2011.34.2.112
PENDAHULUAN
Bioteknologi saat ini telah mengalami perkem-
bangan yang pesat dan memberikan manfaat untuk 
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ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan menguji pengaruh ekstrak buah merah (EBM) terhadap tingkat pem-
buahan dan perkembangan embrio tikus tahap preimplantasi. Pemberian EBM dosis 0; 0,05; dan 0,1 
ml/ekor/hari selama 7 hari untuk melihat pengaruh tingkat pembuahan, kemudian pemberian EBM 
dilanjutkan selama 0-3 hari masa kebuntingan (hari ke-0 kebuntingan ditandai dengan adanya sum-
bat vagina). Superovulasi pada mencit dilakukan dengan menyuntikkan 5 IU PMSG dan hCG (48 
jam setelah penyuntikan PMSG), diikuti dengan mengawinkan mencit betina dengan jantan dengan 
perbandingan 1:1. Embrio tahap 1-sel dikoleksi 20 jam setelah penyuntikan hCG. Embrio selanjutnya 
difiksasi dan diwarnai untuk melihat terjadinya pembuahan normal (terbentuknya 2 pronukleus). 
Embrio tahap morula dan blastosis dikoleksi 84 jam setelah penyuntikan hCG. Pengaruh EBM pada 
dosis 0,1 ml terhadap pembuahan normal (terbentuknya 2 pronukleus), nyata lebih tinggi (46,01%) 
dibandingkan dengan dosis 0,05 ml (37,51%) dan kontrol (16,38%). Namun demikian, pengaruh EBM 
dengan dosis 0,05 ml dan 0,1 ml dapat menghambat perkembangan embrio mencit selama tahap pre-
implantasi in vivo.
Kata kunci: ekstrak buah merah (EBM), pembuahan, perkembangan embrio, mencit
ABSTRACT
In the present study examined the influence of red fruit extract (���) on fertili�ation rate and   RFE   z    
development of mice embryos during the pre-implantation stage. The application of RFE dose 0 ml/
head/day, 0.05 ml/head/day, and 0.1 ml/head/day for seven days were conducted to examine its influ-
ence at the level of fertilization, then the application of RFE was continued during 0-3 days stage of 
pregnancy (0 day of pregnancy is the formation of the vaginal plug). The super-ovulation of the white 
mice was done by injecting of 5 IU PMSG and hCG (48 hours after PMSG), folowed by mating the 
females with males with ratio 1:1. The single-cell-embryos were collected 20 hours after the injection 
of hCG. �he e��s were then fixed and stained before examinatin� the normal fertili�ation of e��s               
(formation 2 pronucleus). The morula and blastocysts were collected 84 hours after injection of hCG.             
�he influence of the ��� with dose 0.1 ml on normal fertili�ation rate (formation 2 PN), si�nificantly 
hi�her (46.01%) compared with dose 0.05 ml (37.51%) and controlled (16.38%). However, the influence 
of RFE with dose of 0.05 ml and 0.1 ml on the growth of pre-implantation stage embryos may inhibit     
the growth of mice embryos during the pre-implantation stage in vivo.
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mengatasi masalah dalam sebagian aspek kehidupan. 
Salah satunya adalah bioteknologi embrio, pemanfaatan 
aplikasi bioteknologi stem cells yang digunakan sebagai 
terapi medis dengan menggunakan inner cell mass yang 
diisolasi dari blastosis. Kendala yang mungkin terjadi 
adalah adanya radikal bebas yang terdapat pada ling-
kungan sekitar tubuh maternal ataupun yang terdapat 
pada sistem reproduksi maternal, salah satunya adalah 
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terjadinya radikal peroksil pada membran sel, sehingga 
dapat mempengaruhi perkembangan embrio khususnya 
tahap preimplantasi.
Embrio tahap preimplantasi merupakan salah 
satu bahan yang digunakan untuk penelitian di bidang 
bioteknologi embrio (IVF/IVM= in vitro fertilization/ 
maturation, transfer embrio, dan stem cells). Tahap 
preimplantasi embrio merupakan tahap perkembangan 
dasar sebelum tahap organogenesis, tahap ini merupa-
kan tahap yang sangat tergantung pada nutrisi yang ada 
pada cairan oviduk. Kelangsungan hidup embrio pada 
tahap selanjutnya sangat tergantung dari keberhasilan 
hidup embrio pada tahap preimplantasi.
Secara umum radikal bebas atau senyawa oksigen 
reaktif (reactive oxygen species= ROS) adalah atom atau 
gugus yang orbital luarnya memiliki elektron yang tidak 
berpasangan, bahan ini bersifat magnetik dan reaktif 
yang dapat menimbulkan kerusakan atau kematian sel 
dalam tubuh. Salah satu cara penangkalan radikal bebas      
ini adalah dengan pemberian senyawa antioksidan. 
Antioksidan berperan aktif menangkap radikal perok-
sil dengan memberikan atom hidrogennya sehingga 
menjadi radikal baru yang bersifat lebih stabil karena 
terjadi delokalisasi elektron yang tidak berpasangan 
(Maslachah et al., 2004). Senyawa antioksidan yang dapat 
menangkal radikal bebas dan biasa dikonsumsi dianta-
ranya adalah alfa tokoferol dan betakaroten (Maslachah 
et al., 2004; Budi & Paimin, 2005). Contoh senyawa alami 
yang mengandung kedua antioksidan tersebut adalah 
ekstrak buah merah (EBM).
Menurut Budi & Paimin (2005), EBM  mengandung 
senyawa antioksidan (alfa tokoferol dan betakaroten) 
yang tinggi, masing-masing 500 ppm dan 700 ppm. 
Beta karoten (vitamin A) dan alfa tokoferol (vitamin E) 
merupakan senyawa esensial yang dibutuhkan pada 
fungsi reproduksi (Lintig & Vogt, 2004; Jishage et al., 
2005). Penelitian yang dilakukan oleh Gajda et al. (2008) 
mengungkapkan bahwa efek suplementasi vitamin E 
terhadap kultur in vitro embrio babi dapat meningkat-
kan produksi blastosis. Fujii et al. (2005) menyatakan 
bahwa gamet sangat sensitif terhadap ROS. Antioksidan 
vitamin A, C, dan E serta glutathion (GSH) bereaksi 
dengan ROS dan mengkonversinya menjadi komponen 
yang tidak membahayakan.
Ekstrak buah merah dengan kandungan alfa 
tokoferol dan beta karoten yang berfungsi sebagai an-
tioksidan dapat menangkal radikal bebas yang terdapat 
pada sistem reproduksi maternal, sehingga diharapkan 
dapat meningkatkan keberhasilan perkembangan em-
brio tahap preimplantasi. Masih terbatasnya informasi 
mengenai pengaruh EBM terhadap fungsi reproduksi 
khususnya pada perkembangan embrio, maka perlu 
diteliti untuk mempelajari pengaruh EBM terhadap 
tingkat fertilisasi dan perkembangan embrio tahap pre-
implantasi mencit (Mus musculus) in vivo.
MATERI DAN METODE 
Ekstraksi Buah Merah
 
Ekstraksi buah merah mengikuti cara Budi & 
Paimin (2005). Secara singkat, buah merah matang di-
belah, dagingnya dipotong-potong lalu dicuci dengan air 
bersih. Daging buah dikukus selama 1-2 jam, setelah lu-
nak diangkat dan didinginkan. Daging buah dihaluskan 
dengan tangan kemudian disaring untuk memisahkan 
dari bijinya. Hasil saringan dimasak kembali dengan api 
sedang (40 °C) selama 5-6 jam sambil diaduk, kemudian 
diangkat dan didiamkan selama 1 hari hingga terbentuk 
3 lapisan, yaitu ampas (lapisan bawah), air (lapisan te-
ngah), dan minyak (lapisan atas). Selanjutnya lapisan 
atas diambil dan dipisahkan. 
Superovulasi
 
Mencit betina (bobot badan 30-35 g) disuperovulasi 
dengan suntikan 5 IU PMSG diikuti dengan suntikan 5 
IU hCG secara intraperitoneal. Waktu penyuntikan PMSG 
(pregnant mare serum gonadotropin) adalah pertengah-
an siklus terang, yaitu pada pukul 12.00, sedangkan 
penyuntikan hCG (human chorionic gonadotropin) di-
lakukan 48 jam setelah PMSG. Selanjutnya dikawinkan 
dengan mencit jantan di dalam kandang terpisah de-
ngan perbandingan jantan : betina= 1 : 1. Hari pertama 
kebuntingan ditandai dengan adanya sumbat vagina. 
Koleksi Embrio Tahap 1-sel dan Morula-Blastosis
 
Embrio 1-sel dikoleksi 20 jam pasca penyuntikan 
hCG dengan menoreh bagian oviduk dalam medium 
CZB + Hepes + Hyaluronidase. Embrio tahap morula dan 
blastosis dikoleksi setelah 84 jam (3½ hari) pasca pe-
nyuntikan hCG dengan membilas bagian uterus meng-
gunakan medium CZB + Hepes (Said et al., 2003).
Fiksasi dan Pewarnaan
 
Embrio 1-sel yang telah dikoleksi diletakkan di 
atas kaca objek, lalu ditutup dengan kaca penutup yang 
memiliki bantalan terbuat dari parafin dan vaselin (1:9) 
dikeempat sudutnya. Difiksasi dengan glutaraldehida 
2,5% dalam PBS pH 7,4 selanjutnya dicelup ke dalam 
formalin netral 10% selama 4 jam pada suhu ruangan. 
Sampel kemudian didehidrasi menggunakan etanol 95% 
dan diwarnai dengan lacmoid 0,25% dalam asam asetat 
45%, kemudian dicuci dengan mengalirkan asetilgliserol 
pada sampel. 
Pengamatan Perkembangan Embrio
 
Embrio 1-sel yang telah dikoleksi dicuci dengan 
medium CZB + Hepes. Selanjutnya embrio diletakkan 
pada gelas objek, difiksasi, diwarnai dan diamati pro-
nukleusnya. Embrio tahap morula dan blastosis diamati 
dan dikelompokkan sesuai pada tahapannya (morula 
dan blastosis). Pengamatan pronukleus menggunakan 
stereo microscope dengan perbesaran 1000x, sedangkan 
untuk pengamatan morula dan blastosis menggunakan 
inverted microscope dengan perbesaran 1000x. 
Rancangan Percobaan
 
Mencit betina yang digunakan sebanyak 30 ekor 
dibagi menjadi 3 kelompok perlakuan, masing-masing 
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perlakuan sebanyak 10 ekor dibagi menjadi 2 subke-
lompok perlakuan, dan masing-masing subkelompok 
terdiri atas 5 ulangan. Pemberian EBM pada mencit 
betina dilakukan secara oral dengan dosis 0; 0,05; dan 
0,1 ml/ekor/hari selama 7 hari berturut-turut sebelum 
fertilisasi (subkelompok pengamatan tingkat fertilisasi) 
dan selama 0-3 hari umur kebuntingan (subkelompok 
pengamatan tingkat perkembangan embrio preimplan-
tasi in vivo).
Analisis Data
 
Data yang diperoleh dianalisis secara kuantitatif 
menggunakan sidik ragam (analysis of variace), dilanjut-
kan dengan Duncan’s Multiple Range Test menggunakan 
tingkat signifikansi 5%. 
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini dilakukan untuk mempelajari pe-
ngaruh pemberian EBM terhadap tingkat fertilisasi 
dan perkembangan embrio tahap preimplantasi mencit 
secara in vivo. Tingkat fertilisasi ditandai dengan terben-
tuknya 2 buah pronukleus jantan dan betina, sedangkan 
perkembangan embrio tahap preimplantasi ditandai 
dengan perkembangan embrio mencapai tahap morula 
dan blastosis. 
Tingkat Fertilisasi
Pemberian EBM pada mencit selama 7 hari mem-      
berikan pengaruh nyata terhadap terjadinya fertilisasi 
normal yang ditandai dengan pembentukan 2 buah pro-
nukleus (PN) jantan dan betina (Gambar 1). Pemberian 
EBM dosis 0,1 ml (46,01�5,28) berbeda secara signifikan        
terhadap kontrol (16,38�3,25) dan terhadap pemberian 
EBM dosis 0,05ml (37,51�1,57) (Tabel 1). Perbedaan yang 
signifikan pada pemberian ekstrak buah merah (EBM) 
dosis 0,05 ml dan 0,1 ml terhadap tingkat fertilisasi 
karena terciptanya lingkungan yang mendukung proses 
kapasitasi spermatozoa dalam sistem reproduksi betina, 
sehingga dapat mempermudah proses pembuahan. 
Menurut Meles (2006), terjadinya perubahan kemam-
puan spermatozoa yang ada di dalam saluran reproduk-
si betina untuk membuahi sel telur, disebabkan adanya 
perubahan lingkungan di dalam saluran reproduksi 
betina yang berperan dalam proses fertilisasi sehingga 
kapasitasi dan fertilisasi dapat berlangsung. 
Ekstrak buah merah (EBM) yang mengandung alfa 
tokoferol, beta karoten, dan asam lemak yang diberikan 
pada mencit betina selama tujuh hari sebelum fertilisasi 
yang berfungsi sebagai antioksidan, memberikan penga-
ruh terhadap lingkungan sistem reproduksi betina, dan 
mengurangi pengaruh reactive oxygen species (ROS) yang 
dihasilkan spermatozoa abnormal yang berada pada 
semen (Agarwal & Saleh, 2002; Maslachah et al., 2004), 
akibat gangguan pada spermatogenesis (Agarwal & 
Saleh, 2002). Terciptanya lingkungan sistem reproduksi 
betina yang mengurangi reaksi oksidan pada spermato-
zoa sendiri oleh senyawa antioksidan dapat mendukung 
proses kapasitasi spermatozoa dan meneruskan reaksi 
akrosomal sehingga pronukleus jantan dapat terbentuk. 
Alfa tokoferol yang terkandung dalam EBM dapat ber-
tindak sebagai antioksidan yang akan menetralkan ROS 
menjadi inaktif atau stabil. Menurut Agarwal & Saleh 
(2002), ROS yang terdapat pada semen harus inaktif atau 
kecil kadarnya. Kadar yang kecil diperlukan untuk me-
ngatur fungsi normal sperma, seperti kapasitasi sperma 
dan reaksi akrosomal. Hal ini didukung oleh hasil pene-
litian Maslachah et al. (2004), pemberian alfa tokoferol 
100 mg/kg bb pada tikus yang diberi stressor berenang 
30 menit/hari selama 21 hari, ternyata dapat mencegah 
penurunan jumlah spermatozoa normal.
Keberhasilan terbentuknya pronukleus jantan ter-
gantung kepada ketersediaan kadar GSH (glutathione 
stymulating hormone) pada ovum untuk mereduksi 
ikatan disulfida (-S-S-) pada inti protamin spermatozoa 
menjadi ikatan -S-H- (thiol). Jika kadar GSH pada ovum 
cukup, maka dengan tereduksinya ikatan disulfida sta-
tus kondensasi pada spermatozoa dapat berlanjut men-
jadi dekondensasi yang merupakan syarat keberhasilan 
terbentuknya pronukleus jantan. Glutathione pada oosit 
memiliki peran penting pada maturasi oosit (Luberda, 
2005), selain itu GSH pada oosit juga berperan sebagai 
antioksidan dan melindunginya dari aktivitas toksik 
yang dihasilkan ROS, yaitu dengan memutus reaksi be-
rantai, sehingga dapat meredam radikal berbahaya yang 
terbentuk selama reaksi berantai (Luberda, 2005). 
Perkembangan Embrio Tahap Preimplantasi
Perkembangan morula (Gambar 2a) pada pembe-
rian EBM selama 7 hari sebelum fertilisasi dan dilanjut-      
kan selama 0-3 hari umur kebuntingan pada dosis 0,05 
ml (15,88�3,37) dan dosis 0,1 ml (28,47�2,46) nyata lebih 
tinggi (P≤0,05) dibandingkan dengan kontrol (6,63�1,28) 
(Tabel 2). Namun demikian, perkembangan lebih lanjut 
sampai dengan tahap blastosis (Gambar 2b), pembe-
rian EBM sampai dengan dosis 0,1 ml (71,53�2,46) nyata  
lebih rendah (P≤0,05) dibandingkan dengan kontrol 
(93,36�1,28) dan dosis 0,05 ml (84,12�3,37).
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian 
EBM mengakibatkan keterlambatan embrio berkembang 
sampai tahap blastosis. Penurunan kemampuan per-
kembangan embrio mamalia disebabkan disfungsi 
mitokondria dan ATP yang tersedia rendah (Neganova 
et al., 2000). Menurut Silva (2006), selama perkembangan 
embrio, metabolisme dalam sel membentuk ROS 
pada sekitar ekstraselulernya. Efek dari ROS pada 
Perlakuan Jumlah sel telur
Persentase pronukleus (PN)
2 PN 1 PN
EBM 0 ml 98 16,38�3,25a 83,62�3,26a
EBM 0,05 ml 75 37,51�1,57b 62,49�1,57b
EBM 0,1 ml 67 46,01�5,28c 50,91�4,13c
Keterangan: superskrip berbeda pada kolom yang sama menunjukkan 
berbeda nyata (P<0,05).
Tabel 1. Jumlah sel telur dan persentase pronukleus pada 
mencit yang diberi ekstrak buah merah (EBM) 
setelah 20 jam pasca hCG
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Gambar 1. Sel telur dengan dua buah pronu-
kleus jantan dan betina. Keterangan: 
1, 2: pronukleus; 3: polar bodi I; 4: 
polar bodi II.
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perkembangan embrio dapat memblok atau menahan 
perkembangan normal pada embrio. Semakin banyak 
sel hasil perkembangan embrio tersebut, maka semakin 
banyak pula ROS yang terbentuk. 
Setelah fertilisasi pada awal perkembangan embrio, 
embrio masih tergantung dengan ekspresi gen dari 
maternalnya, sehingga masih dapat menangkal ROS 
atas bantuan GSH dari maternalnya. Genom embrio 
pada sapi diaktifkan pada tahap 8-16 sel, tanpa disertai 
sintesis GSH dari tubuh maternalnya (Silva, 2006). 
Genom embrio pada mencit, diaktifkan pada tahap 
2-sel (Neganova, 2000). Tidak adanya ekspresi gen dari       
maternal pada embrio untuk menangkal ROS, maka 
embrio membutuhkan peningkatan ATP untuk perkem-
bangannya. Stres oksidatif berimplikasi terhadap berba-
gai kerusakan sel termasuk lapisan peroksidasi lemak, 
oksidasi asam amino, apoptosis dan nekrosis yang akan 
menurunkan keberhasilan produksi embrio in vitro (Ali 
et al., 2003; Kitagawa et al., 2004).
Penurunan kemampuan perkembangan embrio 
sampai tahap blastosis pada penelitian ini, kemungkinan 
juga disebabkan oleh pemberian EBM dalam waktu yang 
cukup lama (7 hari sebelum fertilisasi dan dilanjutkan 3 
hari setelah fertilisasi) yang mengakibatkan kerusakan 
organ uterus. EBM dapat menyebabkan degenerasi dan     
kongesti pada organ uterus. Kongesti merupakan suatu 
keadaan yang diakibatkan oleh terganggunya aliran da-
rah, sehingga sirkulasi darah menjadi lambat dan oksi-
genasi ke jaringan menurun karena darah masih berada 
dalam pembuluh darah. Kejadian ini dapat mengurangi 
suplai oksigen dalam cairan uterus, sedangkan embrio 
preimplantasi sangat bergantung pada sekresi kelenjar 
oviduk dan uterus. Perkembangan embrio merupakan 
aktivitas dalam kondisi aerobik, yaitu akivitas yang 
memerlukan oksigen (Campbell, 2004). Perkembangan 
embrio akan terhambat dengan berkurangnya suplai 
oksigen akibat kongesti pada uterus. 
Hal lain yang dapat menurunkan kemampuan sel 
telur berkembang sampai tahap blastosis secara in vivo 
pada mencit karena EBM juga berfungsi sebagai antikan-
ker atau menghambat perkembangan sel. Selanjutnya 
bahwa zat antikanker dapat mengganggu aktivitas   
mikrotubula. Gangguan pada gelendong mikrotubula 
dapat mengganggu aktivitas sel yang sedang membe-
lah. Ekstrak buah merah yang telah terbukti memiliki 
aktivitas sebagai antikanker dan antitumor, juga dapat 
mengganggu terbentuknya gelendong mikrotubula yang 
kemungkinan berperan terhadap penurunan kemam-
puan sel telur berkembang sampai tahap blastosis. 
KESIMPULAN
 
Pemberian ekstrak buah merah meningkatkan fer-
tilisasi sel telur mencit, namun memperlambat kemam-
puan embrio berkembang sampai tahap blastosis. 
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